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Gebiet der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur vor- 
bereitenden Elektrophorese und insbesondere derartige Verfahren und Vorrich- 
tungen, die zu einer in groBem Umfang vorgenommenen Riickgewinnung von 
Makromolekiilen wie z.B. Proteinen verwendbar sind. 



!0 Beschreibuno des Sta ndes rif»r Tprhnik 

Die elektrophoretische Abscheidung von Makromolekiilen wie z.B. Proteinen, 
Peptiden, Nukleinsauren und anderen Komponenten wird typischerweise unter 
Verwendung eines Mediums wie etwa eines chemischen Gels oder einer Mem- 
bran ausgefuhrt. Bei der Durchfuhrung des Vorgangs wird ein erster Puffer, 
der eine Mischung aus mehreren MakromolekGI-Spezies enthSIt, in Kontakt mit 
dem elektrophoretischen Medium gebracht, wahrend entlang dem Medium 
oder uber das Medium hinweg ein elektrophoretisches Potenzial angelegt wird, 
so dass mindestens einige der Makromolekiile veranlasst werden, in das Medi- 
um zu wandern. Das Medium weist typischerweise eine Abscheidungs-Poren- 
GroBe auf, die derart gewahlt 1st, dass der Eintritt von Molekufen erlaubt wird, 
deren GroBe kleiner als eine gegebene GroBe ist. Ferner kann die Handhabung' 
des pH-Wertes der bei dem Abscheidungsvorgang verwendeten Puffer zu der 
Wahl der Molekiil-Spezies beitragen, die abgeschieden werden soli. Die abge- 
25 schiedenen Moiekule werden normalerweise dazu veranlasst, aus dem Medium 
in einen zweiten Puffer einzutreten, in dem sie gesammelt werden. 

Ein bekanntes Problem bei derartigen Verfahren zur elektrophoretischen Ab- . 
scheidung besteht darin, dass Moiekule, die groBer sind als eine gegebene 
30 GroBe, die Oberflache des elektrophoretischen Mediums zu beschmutzen. 
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Dieses Problem wurde durch eine Technik uberwunden, bei der die Polaritat 
des elektrophoretischen Potenzials ungekehrt wird, urn die beschmutzenden 
Molekule von der Oberflache des Mediums wegzuziehen, jedoch zu gewahrleis- 
ten, dass immer noch eine positive Bewegung der abzuscheidenden Molekule 
zu dem zweiten Puffer hin existiert. Urn dies zu erzielen, wird die Polaritats- 
Umkehr typlscherweise nur in kurzen StoBen ausgefuhrt, und die Gesamtzeit 
der Polaritats-Umkehr ist notwendigerweise eine Funktion der Zeit des Anle- 
gens der "Vorwarts M -Polaritat des elektrophoretischen Potenzials (siehe das 
Australische Patent 601040). 



Typischerweise wird das Umkehren der Polaritat wiederholt mit einer derarti- 
gen Rate durchgefuhrt, dass die Membran konstant von samtlichem oberfla- 
chenverschmutzendem Material gereinigt wird. Es ist ersichtlich, dass der Vor- 
gang des Umkehrens der Polaritat eine Analogie zu der Vibrationsbewegung 
15 eines Siebs darstellt. GemaB dieser Modellvorstellung treten samtliche Partikel 
mit UntergroBe durch das Sieb hindurch, wahrend Partikel mit UbergroBe das 
Sieb zusetzen. Durch das Vibrieren des Siebs wird die Oberflache des Siebs 
von den ilbergroSen Partikeln befreit, und es konnen mehr untergroBe Partikel 
durch das Sieb hindurchtreten. 

20 

Ein Beispiel eines elektrophoretischen Abscheidungsvorgangs, bei dem eine 
Stromumkehrung zur Verhinderung eines Verschmutzens der Membran ver- 
wendet wird, ist in WO-Ar8807406 aufgefuhrt 

25 Die bekannten elektrophoretischen Abscheidungsverfahren sind generell wirk- 
sam zum Abscheiden von unterschiedliche Transporteigenschaften (z.B. Gro- 
Be, Ladung, Form, isoelektrischer Punkt) aufweisenden Makromolekulen, die 
tatsachlich in das elektrophoretische Medium eingetreten sind. Wenn jedoch 
die Transporteigenschaften von zwei oder mehr Makromolekulen in dem Medi- 

30 um ahnlich sind, kann es bei Verwendung derartiger herkommlicher Verfahren 
schwierig sein, eine der makromolekularen Spezi.es in der Mixtur von den an- 
deren abzuscheiden. 
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Das AusrriaB, in dem zwei Motekul-Spezies in einem elektrophoretischen Medi- 
um physisch voneinander getrennt werden konnen, hangt nicht nur von ihren 
Ladeeigenschaften ab, sondern auch von der mittleren Lange der Wege, dem 
5 die Molekule durch das elektrophoretische Medium folgen konnen. Selbst bei 
einer sehr groBen mittleren Weglange kann moglicherweise keine vollstandige 
Abscheidung der Molekul-Spezies erreicht werden, da Molekule der sich 
schneller bewegenden Spezies in dem Medium eingeschlossen werden und die 
sich langsamer bewegende molekulare Spezies verschmutzen. Sogar falls ein 
10 bloBes Verlangern des Mediums eine vollstandige Abscheidung der beiden die 
ahnlichen Transporteigenschaften aufweisenden Spezies bewirken wurde, ware 
die Verwendung eines derartigen verlangerten elektrophoretischen Mediums 
unpraktisch, und es mussten eventuell praktische Probleme, z.B. Warmever- 
lust, beseitigt werden. 

15 

EP-A-Q395319 beschreibt einen Vorgang zur Abscheidung von Makromolekulen 
unter Verwendung einer periodischen Folge von Impulsen, und zielt speziell 
auf die elektrophoretische Abscheidung von DNA ab. Die Impulsabgabe fuhrt 
eine mikroskopische Dehnung und Relaxation der Molekule herbei und hat so- 
20 mlt die groBte Auswirkung auf groBe DNA-Fragmente. 

US-A-3506554 beschreibt eine auf Feld-Umkehrung basierende Abscheidung. 

Bei dem vorliegenden Verfahren und der vorliegenden Vorrichtung hingegen 
25 wird die beobachtete Differenz in der Ausbreitungsrate der Komponenten, die 
sich bei Verwendung eines gewahlten elektrophoretischen Mediums und/oder 
pH-Wertes des Puffers ergibt, dahingehend verwendet, dass unterschiedliche 
Spezies von Makromolekulen trotz Ahnlichkeiten ihrer Transporteigenschaften 
in praktischer Weise sowie im wesentlichen vollstandig voneinander abge- 
30 schieden werden konnen. 
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1 Uberblick uber die Erfinduna 

Die vorliegende Erfindung erstellt ein Verfahren zur elektrophoretischen Ab- 
scheidung mfndestens einer Spezies von Makromolekulen aus einer Mixtur mit 
5 mindestens einer anderen Spezies von Makromolekulen durch Veranlassen 
einer elektrophoretischen Migration der mindestens einen Spezies von Makro- 
molekulen aus einer ersten Elektrolytlosung zu einer zweiten Elektrolytlosung 
durch ein zwischen den Elektrolytldsungen angeordnetes elektrophoretisches 
Medium, wobei in dem Medium Durchgangswege ausgebildet sind, deren 
10 Querschnittsbemessung ein Hindurchtreten der mindestens zwei in der Mixtur 
befihdlichen Spezies von Makromolekulen durch die Durchgangswege erlaubt 
und deren mittlere Weglange eine Bewegung von Molekulen durch das Medium 
bewirkt, die relativ zu der in der Bewegungsrichtung mindestens einer der in 
der Mixtur befindlichen Spezies Makromolekule gemessenen maximalen Be- 
15 messung sehr gro6 ist f mit den folgenden Schritten: 

(a) Anlegen eines elektrophoretischen Potenzials an das elektrophoretische 
Medium, mit einer Ahfangs-Polaritat, mittels derer die Makromolekule der 
Mixtur in das Medium getrieben werdenfbis ein Anteil der mindestens ei- 
nen Spezies von Makromolekulen aus dem Medium in die zweite Elek- 
20 trolytlosung austritt und die andere Spezies von Makromolekulen uber ei- 

ne wesentliche Strecke durch das Medium hfndurch vorgedrungen ist, je- 
doch bevor die mindestens eine andere Spezies von Makromolekulen in 
der genannten Weise ausgetreten ist; 
(to) Umkehren der Polaritat des elektrophoretischen Potenzials, so dass die in 
25 dem Medium befindlichen Makromolekule zuruck zu der ersten Elektrolyt- 

losung hin getrieben werden, jedoch im wesentlichen verhindert wird, 
dass der Anteil der einen Spezies von Makromolekulen, der in die zweite 
Elektrolytlosung ausgetreten ist, zuruck in das Medium gezogen wird; 
und 

30 (c) Wiederholen des Anlegens und Umkehrens des elektrophoretischen Po- 
tenzials, bis ein gewunschter Anteil der mindestens einen Spezies von 
Makromolekulen in die zweite. Elektrolytlosung ubertragen worden ist. 



Vorzugsweise wird der Schritt des Umkehrens des elektrophoretischen Poten- 
zials fur eine Zeitdauer wiederholt, in der die andere Spezies von Makromole- 
kulen im wesentlichen vollstandig zuruck in die erste Elektrolytlosung getrie- 
ben werden kann, bevor die Anfangs-Polaritat des elektrophoretischen Poten- 
zials wiederhergestellt wird und der Zyklus des Anlegens und Umkehrens der 
Polaritat des elektrophoretischen Potenzials wiederholt wird. 

Vorzugsweise wird der Anteil der einen Spezies von Makromolekulen, der in 
die Elektrolytlosung hinein ausgetreten ist, im wesentlichen daran gehindert, 
zuruck in das Medium gezogen zu werden, indem vor dem Schritt des Umkeh- 
rens der Polaritat des elektrophoretischen Potenzials selektiv die zweite Elekt- 
rolytlosung durch eine frische zweite Elektrolytlosung ersetzt wird. 

Vorzugsweise wird der Anteil der mindestens einen Spezies von Makromoleku- 
len, der in die zweite Elektrolytlosung hinein ausgetreten ist, wShrend des 
Schritts des Anlegens der Anfangs-Polaritat des elektrophoretischen Potenzials 
in ein erstes stromabwarts gelegenes Reservoir transportiert wird, und bei 
dem wahrend des Schritts des Umkehrens der Polaritat des elektro- 
phoretischen Potenzials ein zweites stromabwarts gelegenes Reservoir die fri- 
sche zweite Elektrolytlosung zufuhrt. 

Die Umkehr-Polaritat des elektrophoretischen Potenzials wird vorzugsweise fur 
eine Zeit aufrechterhalten, die mindestens gerade gleich der Zeit ist, fur die 
die Anfangs-Polaritat aufrechterhalten wird. Besonders bevorzugt betragt das 
Zeitverhaltnis zwischen der Anfangs- und der Umkehr-Polaritat von 1:2 bis 
1:4. 

Die Elektrolyt-Losungen sind vorzugsweise formatierte Puffer, urn das elek- 
trophoretische Medium auf einem gewiinschten pH-Wert zu halten. Alternativ 
kann dies durch die Einbeziehung amphoterer Puffer-Zusammensetzungen in 
das elektrophoretische Medium erzielt werden. 




Die mittlere Lange des Weges der Molekule durch das elektrophoretische Me- 
dium ist vorzugsweise mindestens 10.000 mal und besonders bevorzugt min- 
destens 20.000 rnal so lang wie die effektive GroBe mindestens einer der Spe- 
5 zies von Makromolekulen in der Mixtur. Die effektive GroBe der Makromolekule 
ist die maximale GroBe, gemessen in der Bewegungsrichtung der Makromole- 
kule des elektrophoretischen Mediums bei ,dem aufgebrachten Potenzial, das 
dazu dient, die Makromolekule durch das Medium hindurch zu Ziehen. Typi- 
scherweise ist die mittlere Weglange, die selbstverstandlich normalerweise 

10 etwas langer als die Dicke des elektrophoretischen Mediums ist, relativ zu der 
effektiven GroBe der Makromolekule auBerst groB. Die Messwerte der effekti- 
ven GroBe der Molekule oder der mittleren Weglange bilden somit normaler- 
weise keinen Aspekt von kritischer Wichtigkeit. Bevor dieser Aspekt kritisch 
wOrde, musste das elektrophoretische Medium in Form einer extrem dunnen 

15 Membran vorliegen. 

Ahnlich der Weise, in der die herkommliche Anordnung, bei der eine Umkeh- 
rung der Polaritat vorgesehen ist f mit dem Vibrieren eines Siebs gleichgesetzt 
werden konnte, lasst sich der gemaB der vorliegenden Erfindung konzipierte 

20 Vorgang mit einem zum SpaB betriebenen Wettlauf vergleichen. Verwendet 
man die Spass-Wettlauf-Analogie, so ahnelt die vorliegende Erfindung dem 
Trennen mannlicher Laufer von weiblichen Laufern unter dem Wissen, dass 
manriliche Laufer durchschnittlich schneller sind als weibliche Laufer. Eine gro- 
Be gemischte Gruppe aus mannlichen und weiblichen Laufern wird an der 

25 Startlinie versammelt, wobei die Laufetrecke (d.h. vom Start zum Ende) dem 
gemaB der Erfindung vorgesehenen elektrophoretischen Medium analog ist. 
Dann wird der Lauf gestartet, wobei die mannlichen und die weiblichen zur 
Ziellinie hin laufen. Es kann vorhergesagt werden, dass eine bestimmte Anzahl 
von mannlichen Laufern den Spass-Wettlauf vor irgendeinem der weiblichen 

30 Laufer beenden werden. Der Spass-Wettlauf wird bewusst gestoppt, unmittel- 
bar bevor irgendwelche weiblichen Laufer die Ziellinie kreuzen. Samtliche Lau- 
fer, die die Ziellinie noch nicht gekreuzt haben, wiirden dann zuruckgeschickt, 



urn einen weiteren Lauf zu starten. Die Spass-Wettlaufe konnen dann wieder- 
■ holt werden, bis ein gewunschter Anteii der mannlichen Laufer von den weibli- 
chen Laufern getrennt worden 1st. 

Kurzbeschreibuna der Zeichnungen 

Im folgenden wird als Beispiel eine bevorzugte Form der Erfindung anhand der 
beigefiigten Zeichnungen beschrieben. 

zeigen schematische Ansichten des gemaB der vorliegenden Erfin- 
dung vorgesehenen Vorgangs der elektrophoretischen Abscheidung 
wahrend zweier verschiedener Stufen des Vorgangs; 

Fig. 3 zefgt eine schematische Ansicht der gemaS der Erfindung vorgese- 
henen Vorrichtung zur eiektrophoretischen Abscheidung. 

Beste Art der Ausfuhruno der Erfindung 

Die in Fig. 3 gezeigte Vorrichtung 10 weist eine stromaufwarts angeordnete 
Puffer-Kammer 11 und eine stromabwarts angeordnete Puffer-Kammer 12 auf, 
die durch eine elektrophoretische Merhbran 13 getrennt sind. Die Kammern 
11,12 weisen AuBenwande 14 auf, die fur Ionen-Losungen durchiassig sind, 
jedoch nichtfur Makromolekulen vyie etwa Protein. . 

AuBerhalb der stromaufwartigen und stromabwartigen Kammern 11,12 sind 
Elektroden 15,16 derart angeordnet, dass sie sich an gegenuberliegenden Sef- 
ten der Membran 13 befinden. Die Elektroden 15,16 werden verwendet, urn 
ein elektrophoretisches Potenzial an die Membran 13 anzulegen. 



Fign. 1 
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Die erste Karnmer 11 steht uber Rohren 24,25 mit einem stromaufwarts ange- 
ordneten Reservoir 17 in Verbindung, so dass handelsubliche Mengen einer 
Mixtur, die verschiedene Spezies von Makromolekulen enthalt, als erster Puf- 
fer-Strom zirkulierend an der Membran 13 vorbei geleitet werden kann. Die 
5 Mixtur 3 enthalt eine vorbestimmte Spezies 1 von Makromolekulen, die von 
der einen oder den mehreren anderen Spezies 2 von ahnliche Transporteigen- 
schaften aufweisenden Makromolekulen, die ebenfalls in der Mixtur 3 enthal- 
ten ist/sihd, getrennt werden soil. 

10 Die stromabwartige Karnmer 12 steht uber Rohren 20,21 wahlweise entweder 
mit einem ersten stromabwarts angeordneten Reservoir 18 oder einem zwei- 
ten stromabwarts angeordneten Reservoir 19, die parallel angeordnet sind, in 
Verbindung. Das erste stromabwartige Reservoir 18 wird zur Aufnahme von 
Puffer verwendet, der eine Spezies von Makromolekulen enthalt, die von der 

15 Mixtur abgeschieden worden ist, und das zweite stromabwartige Reservoir 19 
enthalt eine frische aliquote oder Puffer- Losung. 

Die stromabwartigen Reservoire 18,19 sind durch ein Paar von Steuerventilen 
22,23 mit dem Rohren 20,21 verbunden, so dass eine (nicht gezeigte) Steuer- 
20 einrichtung das eine oder das andere der Reservoire 18,19 in Fluidverbindung 
mit der stromabwartigen Karnmer 12 bringen kann. 

Bei Betrieb ist die Mixtur 3, die die zwei oder mehr Spezies von Makromoleku- 
len 12 enthalt, zu denen eine bestimmte Spezies von Makromolekulen 1 zahlt, 
25 die von der Mixtur 3 abgeschieden werden soil, in dem stromaufwartigen Re- 
servoir 17 enthalten und wird als ein erster Puffer-Strom zirkulierend durch die 
Rohre'24, die stromaufwartige Karnmer 11 und durch dfe Rohre 25 zuruck zu 
dem Reservoir 17 geleitet. 
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Die Membran 13 wird mit einer derart vorbestimmten Poren-GroBe gewahlt, 
dass sich die Spezies von Makromolekulen 1, die von der Mixtur 3 abgeschie- 
den werden soil, mit einer schnelleren Rate durch die Membran 13 fortbewegt 



als irgendein der anderen Spezies von Makromolekiilen 2 in der Mixtur. Mittels 
der Elektroden 15,16 wird an die Membran 13 ein geeignetes elektrophoreti- 
sches Potenzial mit einer Anfangs-Polaritat angelegt, die die Makromolekule 
1,2 veranlasst, aus der in der stromaufwartigen Kammer 11 befindlichen Mix- 
5 tur in die Membran 13 und zu der stromabwartigen Kammer 12 zu wandern. 

Die Anfangs-Polaritat des elektrophoretischen Potenzials wird beibehalten, 
wahrend sich die Spezies von Makromolekiilen 1, die abgeschieden werden 
sollen, durch die Membran 13 hindurch bewegt und in die stromabwartige 
10 Kammer 12 eintritt, und zwar so lange, wie im wesentlichen keines der ande- 
ren Spezies von Makromolekiilen 2 in die stromabwartige Kammer 12 einge- 
treten ist. In dieser Phase des Vorgangs wird das erste stromabwartige Reser- 
voir 18 in Verbindung mit der stromabwartigen Kammer 12 gebracht, so dass 
die abgeschiedene Spezies von Makromolekiilen 1 abgeschieden werden kann. 



.5 



Zu einer ersten vorbestimmten Zeit, wenn die anderen Spezies von Makromo- 
lekiilen 2 im Begriff sind, aus der Membran 13 heraus in die stromabwartige 
Kammer 12 einzutreten, wird die Polaritat des elektrophoretischen Potenzials 
ungekehrt, urn samtliche Makromolekiile 1,2 innerhalb der Membran 13 zu 
veranlassen, zuriick zu der stromaufwartigen Kammer 11 zu wandern. Die 
umgekehrte Polaritat des Potenzials wird fur eine zweite vorbestimmte Zeit 
aufrechterhalten, bis im wesentfichen samtliche Makromolekule 1,2 aus der 
Membran 13 heraus zuriick in die stromaufwartige Kammer 12 gewandert 
sind, woraufhin die Anfangs-Polaritat wiederhergestellt wird, urn einen neuen 
Zyklus zu starten. 

Wahrend der mit umgekehrter Polaritat erfolgenden Phase des Vorgangs wird 
da stromabwartige Reservoir 19 mit der stromabwartigen Kammer 12 verbun- 
den, urn ein frisches Aliquot von Puffer-Lbsung in die stromabwartige Puffer- 
Kammer 12 einzufuhren. Auf diese Weise wird der Anteil der Spezies von Mak- 
romolekiilen, die bereits aus der Membran 13 in den stromabwartigen L6- 
sungs-Strom eingetreten sind, aus der stromabwartigen Kammer 12 heraus- 
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bewegt und durch das frische Pufferlosungs-Aliquot ersetzt. Dadurch wird ge- 
nerell verhindert, dass eines der Spezies von Makromolekulen, die bereits ab- 
geschieden worden sind, zuruck in die Membran 13 gefuhrt werden. 



10 



Die Mixtur kann dem obigen Vorgang wiederholt unterzogen werden, wobei 
eine Reihe von Membranen 12 mit unterschiedlichen Poren-GroSen verwendet 
werden kann und/oder der pH-Wert des Puffers derart verandert werden kann, 
dass uhterschiedliche Spezies von Makromolekulen, die in der Mixtur enthalten 
sind, nacheinander abgeschieden werden. Beispielsweise konnen die Membra* 
nen 13 fur jede nachfolgende Stufe des Abscheidungsvorgangs eine abneh- 
mende Poren-GroBe aufweisen, um einen diskontinuierlichen Poren-Gradienten 
zu schaffen. 



Es 1st erkennbar, dass die Wahl der Membran, des Puffers und der ersten und 
15 zweiten vorbestimmten Zeiten zum Anlegen und Umkehren des elektrophore- 
tischen Potenzials zuerst durch Versuche bestimmt werden mussen, wobei z.B. 
gefarbte Marker verwendet werden. Nachdem die Membran und die Puffer- 
Losung, die zum Abscheiden einer bestimmten Spezies von Makromolekulen 
aus einer bestimmten Mixtur am besten geeignet sind, gewShlt worden sind, 
20 und die Zeiten zum Anlegen des elektrophoretischen Potenzials bzw. zum Um- 
kehren der Polaritat des Potenzials fur die gewahlte Membran und den gewahl- 
ten Puffer bestimmt worden sind, kann der Vorgang durch Einsatz geeigneter 
Steuereinrichtungen leicht automatisiert werden. 



25 Ferner hat der Zyklus zum Anlegen und Umkehren des elektrophoretischen 
Potenzials einen vorteilhaften Nebeneffekt, indem er samtliche Makromolekule, 
die die Oberflache der Membran 13 verschmutzen, "ausspult", wie in WO-A- 
8807406 beschrieben ist. 
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Beispiel 

Die in Fig. 3 beschriebene Vorrichtung wurde fur die Abscheidung gefarbten 
Lypsozym-Monomers (MW 14kD) von Dimer (28kD) und hoheren Polymeren 
von einer Mischung derselben verwendet. Bei dem in den ersten und zweiten 
Puffer-Kammern verwendeten Puffer handelte es sich um Tris-Borat-EDTA mit 
einer Konzentration von 50 mM, die einen gepufferten pH-wert von 8,3 ergab. 

Das elektrophoretische Medium wies einen Stapel von vier Membranen auf, die 
jeweils ein Molekulargewicht-Ausschluss von im wesentlichen 50 kD aufwie- 
sen. Die Gesamtdicke betrug 0,4 mm. Der elektrophoretische Strom betrug 
180 V, 0,4 A mit einem periodisch erfolgenden kurzen Umkehr-Impuls, um die 
Oberfiachenverschmutzung der Membranen zu reduzieren. 

Die Vorrichtung wurde mit einer Anfangs-Vorwartspolaritat drei Minuten lang 
betatigt, gefolgt von einer umgekehrten Polaritat fur sechs Minuten. Es erwies 
sich, dass sich in dem zweiten Puffer im wesentlichen reines Monomer an- 
sammelte. Als die Anfangs-Vorwartspolaritat auf funf Minuten verlangert wur- 
de, wurde festgestellt, dass die zweite Puffer-Losung Dimer enthielt. 



EuropSische Patent anraeldung 94 911 787.3 
Europaisjches .Patent 0 691 983 
GRADIPORE LIMITED 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur elektrophoretischen Abscheidung mindestens einer Spezies 
von Makromolekulen aus einer Mixtur mit mindestens einer anderen Spe- 
zies von Makromolekulen durch Veranlassen einer elektrophoretischen 
Migration der mindestens einen Spezies von Makromolekulen aus einer 
ersten Elektrolytlosung zu einer zweiten Elektrolytlosung durch ein zwi- 
schen den Elektrolytlosungen angeordnetes elektrophoretisches Medium, 
wobei in dem Medium Durchgangswege ausgebildet sind, deren Quer- 
schnittsbemessung ein Hindurchtreten der mindestens zwei in der Mixtur 
befindlichen Spezies von Makromolekulen durch die Durchgangswege er- 
laubt und deren mittlere Weglarige eine Bewegung von Molekiilen durch 
das Medium bewirkt, die relativ zu der in der Bewegungsrichtung mindes- 
tens einer der in der Mixtur befindlichen Spezies Makromolekule gernes- 
senen maximalen Bemessung sehr groB ist, mit den folgenden Schritten: 

(a) Anlegen eines elektrophoretischen Potenzials an das elektrophoreti- 
sche Medium, mit einer Anfangs-Polaritat, mittels derer die Makro- 
molekule der Mixtur in das Medium getrieben werden, bis ein Anteil 
der mindestens einen Spezies von Makromolekulen aus dem Medium 
in die zweite Elektrolytlosung austritt und die andere Spezies von 
Makromolekulen uber eirie wesentliche Strecke durch das Medium 
hindurch vorgedrungen ist, jedoch bevor die mindestens eine andere 
Spezies von Makromolekulen in der genannten Weise ausgetreten 
ist; 

(b) Umkehren der Polaritat des elektrophoretischen Potenzials, so dass 
die in dem Medium befindlichen Makromolekule zuruck zu der ersten 
Elektrolytlosung hln getrieben werden, jedoch im wesentlichen ver- 
hindert wird, dass der Anteil der einen Spezies von Makromolekulen, 
der in die zweite Elektrolytlosung ausgetreten ist, zuruck in das Me- 
dium gezogen wird; und 

(c) Wiederholen des Anlegens und Umkehrens des elektrophoretischen 
Potenzials, bis ein gewunschter Anteil der mindestens einen Spezies 
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von Makromolekulen in die zweite' Elektrolytlosung iibertragen wor- 
den ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, bei dem Schritt b) des Umkehrens des elek- 
trophoretischen Potenzials fur eine Zeitdauer wiederhoit wird, in def die 
andere Spezies von Makromolekulen im. wesentlichen vollstandig zuruck 
in die erste Elektrolytlosung getrieben werden kann, bevor die Anfangs- 
Polaritat des elektrophoretischen Potenzials wiederhergestellt wird und 
der Zyklus des Anlegens und Umkehrens der Polaritat des elektrophoreti- 
schen Potenzials wiederhoit wird. 

Verfahren nach Anspruch 2, bei dem der Anteil der einen Spezies von 
Makromolekulen, der in die Elektrolytlosung hinein ausgetreten ist, im 
wesentlichen daran gehfndert wird, zuruck in das Medium gezogen zu 
werden, indem vor dem Schritt des Umkehrens der Polaritat des elek- 
trophoretischen Potenzials sefektiv die zweite Elektrolytlosung durch eine 
frische zweite Elektrolytlosung ersetzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 3, bei dem der Anteil der einen Spezies von 
Makromolekulen, der in die zweite Elektrolytlosung hinein ausgetreten ist, 
wahrend des Schritts des Anlegens der Anfangs-Polaritat des elektro- 
phoretischen Potenzials in ein erstes stromabwarts gelegenes Reservoir 
transportiert wird, und bei dem wahrend des Schritts des Umkehrens der 
Polaritat des elektrophoretischen Potenzials ein zweites stromabwarts ge- 
legenes Reservoir die frische zweite Elektrolytlosung zufuhrt. 

Verfahren nach Anspruch 1, bei dem der Schritt c) des Anlegens und Um- 
kehrens des elektrophoretischen Potenzials wiederhoit wird, bis mindes- 
tens 40 % der einen Spezies von Makromolekulen aus der ersten Elektro- 
lytlosung entfernt und in der zweiten Elektrolytlosung gesammelt worden 
sind. 
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Verfahren nach Anspruch 1, bei dem dfe mittlere Weglange des elektro- 
phoretischen Mediums mindestens 10.000 mal so lang ist wie die effekti- 
ve GrbQe mindestens einer der Spezies von Makrornolekulen in der Mix- 
tur. 

Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die ElektroiytlSsungen pH-Puffer 
sind. 

Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das Zeitverhaltnis zwischen der An- 
fangs- und der Umkehr-Polaritat von 1:2 bis 1:4 betragt. 
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